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La séparation des différentes formes de matiére organique des sols nécessite comme préalable une 
destruction complète des agrégats. A côté des méthodes physiques, peu efficaces dans les sols forte- 
ment agrégés, et des méthodes chimiques, de mise en oeuvre difficile, on essaie ici une méthode 
biologique, déja préconisée par les microbiologistes pour obtenir un décollement des bactéries. On 
ajoute à l'échantillon, soit des hydrolases, soit des antibiotiques. Dans les deux cas, il y a rupture des 
ciments des agrégats. Cette technique donne des résultats très performants si on couple l'action des 
enzymes avec l'action mécanique d'une agitation en présence de billes. 
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Destruction of soils aggregates by enzymes 

In order to fractionate the soil organic matter into its different compounds, it is necessary to previously 
break completely the structural units. Physical methods are generally of a limited effect when applied 
on strongly aggregated soils; chemical ones need too complex operations. We investigate in this work 
a biological method formely used by microbiologists to obtain a bacterial desorption. Hydrolases or 
antibiotics are mixed together with soil samples. In both cases, the cements of aggregates are broken 
by the enzymes. An excellent dispersion is obtained when the above mentioned products are simul- 


taneously mechanically dispersed by shaking with small agate beads. 
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it is necessary to break the structural units 

so that the entraped plant residues become 
segregated before they are altered by basic 
extractant solutions (Schnitzer and Schuppli, 
1989). In soils that are strongly aggregated with 
calcic complexes (Gaiffe et al., 1984), mechan- 
ical processes may yield incomplete results 
(Gaiffe, 1987). Ultra-sound can induce a 
microdivision of the residues (Balesdent et al., 
1991). Efficient chemical methods that depend 
upon Ca-Fe-Al extraction (Bruckert and Gaiffe, 
1983) or the use of Na-resines (Feller et al, 
1991) are difficult to use even though they are 
followed for soil routine analyses. In the work 
reported herein, we have tested a biological 
method using hydrolases. A disaggregation of 
soil samples has been observed when attempts 


I N order to study the organic matter of soil, 


have been made to isolate microorganisms by 
the introduction of hydrolases (Brisou, 
1980-1986; Brisou and Moreau, 1989; Thorel et 
al., 1991). Similar effects have been observed 
with antibiotic treatment (Brisou and Maklouf, 
1982). Therefore, it appears possible to obtain 
a structural deterioration and therefore to 
separe and quantify the coarse vegetal residues 
(> 50pm). 


MATERIAL AND METHODS 


The Ap horizons of two soils of the Jura 
Plateau were studied. They included a humic 
and calcic soil of a meadow and a deep brown 
cultivated soil. We investigated the effects of 
four enzymes: pepsin (EC 3.4.22.1), another 
protease, a cellulase (EC 3.21.4) and a 
hyaluronidase (EC 3.2.1.35). The antibiotics, 
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INTRODUCTION 


Dans les sols, les composés humiques, ré- 
sultant de l’activité microbienne, participent 


Désagrégation des structures pédologiques par voie enzymatique 


chloramphenicol and rifampicin were also 
tested. The soils samples contained about 
100 mg of organic carbon. All measurements 
were replicated three times. 
Physical disaggregation 

The procedure was similar to one reported 
earlier (Bruckert, 1979). Briefly, the sample 
was shaken in the presence of five agate beads 
and 100 ml water for 15 hrs., after which it was 
filtered through a sieve (502m). The coarse 
fraction (> 50m) was dried at 40°C before 
the carbon content was measured. 
Biological disaggregation 

For the pepsin assays, the diluted sample 
was acidified with HCl N (pH 2), after which 
100 or 500 mg of powder pepsin was added. 
Other enzymes were prepared in buffer sol- 
utions and added to the diluted sample. The 
samples contained 200 units of protease, or 300 
units of cellulase, or 4,000 units of 
hyaluronidase. 500 mg of chloramphenicol or 
50 mg of rifampicin were used in another test. 
All treatments were replicated shaken with ag- 
ate beads and filtered through a sieve as de- 
scribed above (Physical disaggregation). 


Chemical disaggregation 

This procedure has been described in de- 
tail by Bruckert and Gaiffe (1983). Calcium was 
eliminated by HCI N, iron by Na-dithionite 
0.7N, and aluminium by Na-pyrophosphate 
0.1N. After centrifugation, the residue was 
shaken and sieved as above. The weight of the 
coarse fraction (> 50m) was used as a 
reference. 


Research of free enzymes 

Dried, as well as non-dried samples were 
diluted in 50 ml of water containing 500 mg 
chloramphenicol. Some samples were incu- 
bated for 30 min. at 37°C, while others were 
shaken (with beads). After centrifugation, 2-3 
drops were removed as tested according to the 
Api-Zym system (semi quantitative 
colorimetry). 


RESULTS 


1. Non biological treatments give coarse 
fractions of 78.5 and 75% with water, 46.9 and 
43.7% with water and beads, 10.2 and 20.3% 
with dithionite method. Enzymes without shak- 
ing had a low effect. Enzymes and beads shaken 
together had a good efficience, as well as the 
reference method in the case of the pepsin. 
With antibiotics and beads the coarse fraction 
is of the same order as the reference. 


2. In the upper part of the table II, it is 
shown that the carbon content in the coarse 
fraction and in the soil are not different. As 
noted in the lower part of the table, the carbon 
content of the coarse fraction increases be- 
cause the breaking of the aggregates has re- 
leased coarse vegetal residues with high carbon 
content. 


3. The soils contained different 
endogenous enzymes (table III). When 
chloramphenicol is added, the quantity of each 
increases, and more glucosidase (humic soil) 
or lipase (brown soil) are released. Effect of 
beads is highly positive. 


DISCUSSION 


As shown by the microbiologists, some en- 
zymes are able to destroy the organic com- 
pounds responsible for soils aggregation. This 
action seems preferentially peripheral and 
progresses only when the external part of the 
aggregate is simultaneously destroyed by the 
beads. The antibiotics have an indirect action: 
they produce a cellular lysis that originate a 
flush of endogenous enzymes. The 
disaggregation observed in the agricultural 
soils after a spreading of pesticids is probably 
due to this phenomenon. The use of anti- 
biotics or of enzymes seems a non expensive 
and simple method which can be used to evalu- 
ate rapidly the part of inherited organic mat- 
ter, this value being of the greatest interest for 
the pedogenetical characterization. 


a la stabilité des structures dans lesquelles se 


trouvent inclus des résidus végétaux. Le bilan 


de ces formes organiques, indispensable a 
une bonne caractérisation des pédogenèses, 
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nécessite la libération complète de ces débris, 
que les solutions d'extraction des composés 
humiques risquent d’altérer (Schnitzer et 
Schuppli, 1989). Dans les sols à complexe 
argilo-humique floculé par le calcium (Gaiffe 
et al., 1984), les méthodes par broyage et den- 
simétrie ou par dispersion mécanique en pré- 
sence de billes ne permettent pas toujours la 
rupture totale des agrégats (Gaiffe, 1987) et 
les traitements par ultra-sons peuvent micro- 
diviser les débris végétaux (Balesdent et al., 
1991). Les méthodes très efficaces comme 
l'élimination des cations de liaison (Bruckert 
et Gaiffe, 1983) ou l’utilisation de résines-Na 
(Feller et al., 1991) restent lourdes pour l’ana- 
lyse de série. Nous proposons ici une autre 
voie basée sur le traitement du sol par des 
hydrolases. Brisou (1980, 1986), Brisou et 
Moreau (1989), Thorel et al. (1991) ont mon- 
tré en effet qu’un tel traitement permettant 
d'améliorer les isolements bactériens s’ac- 
compagnait d’une déstructuration des échan- 
tillons, par destruction des adhésines micro- 
biennes. De plus, Brisou et Maklouf (1982) 
cherchant un débusquement sélectif de bac- 
téries sédimentaires en présence d’antibio- 
tiques observaient un phénomène similaire. 
On examine dans cette Note si le traitement 
des terres par des hydrolases ou par des anti- 
biotiques apporte un progrès dans la sépara- 
tion des éléments des agrégats, notamment 
celle des débris végétaux grossiers peu trans- 
formés (> 50 um) que les pédologues cher- 
chent à quantifier et à traiter à part des pro- 
duits de néosynthèse microbienne. 


|, MATÉRIEL ET MÉTHODES 


Les sols 

Nos expériences ont porté sur les ho- 
rizons Ap de deux sols bien structurés du 
Jura, un sol humo-calcique superficiel de 
prairie et un sol colluvial brunifié profond de 
grande culture, contenant respectivement 7,1 
et 18,3% de sables. 


Les enzymes et antibiotiques 

Nous avons testé quelques enzymes sup- 
posées capables de détruire les ciments pro- 
téiques et polysaccharidiques des agrégats : la 
pepsine (réf. Sigma 7195, activité 600-1 000 


unités/mg), une autre protéase (Sigma 4630) 
d'activité 8-10 unités/mg, une cellulase 
(Sigma C 2415) d’activité 1-10 unités/mg et 
une hyaluronidase (Sigma H 3506) d’activité 
300 unités/mg. Les antibiotiques essayés ont 
été le chloramphénicol (Sigma C 0378) et la 
rifampicine (Sigma R 3501). 

Les prises d’essais contiennent 100 mg de 
carbone. Les manipulations sont répétées 
trois fois. 


Méthode de désagrégation physique 
(Bruckert, 1979) 


L’échantillon avec cinq billes d’agate et 
100ml d’eau est agité 15h, puis tamisé à 
50 pm. Le tamis retient sables, débris orga- 
niques grossiers et, le cas échéant, agrégats 
non dissociés. Le tout constitue la «fraction 
grossière » qu'on sèche à 40°C avant d’en dé- 
terminer la masse et le taux de carbone. 


Méthode de désagrégation biologique 

Dans le cas de la pepsine, la prise d’essai 
dilué dans 100 ml d’eau est acidifiée à pH 2 
par HCI N et on ajoute l’enzyme en poudre 
(100 et 500 mg). Pour les autres enzymes, on 
ajoute à la prise d’essai une solution tampon- 
née d’enzymes contenant 200 unités de pro- 
téase, 300 de cellulase ou 4000 de hyaluroni- 
dase. Les antibiotiques sont utilisés aux doses 
suivantes: chloramphénicol 500 mg, rifampi- 
cine 50 mg. Toutes les préparations sont ré- 
pétées en y ajoutant cinq billes. Les témoins 
ne contiennent que la terre et l’eau. les 
flacons sont agités et tamisés comme 
ci-dessus. 


Méthode de séparation chimique 
(Bruckert et Gaiffe, 1983) 


L’échantillon est soumis successivement à 
l'action d'HCIN (élimination du calcium) du 
dithionite de sodium (0,7 N, réduction et éli- 
mination du fer) et du pyrophosphate de so- 
dium (0,1 N, complexation de l'aluminium). 
Après la dernière centrifugation, le culot 
remis en suspension est tamisé comme ci-des- 
sus. Ce traitement détruit totalement les 
agrégats et donne un poids minimum de frac- 
tion grossière, considéré comme référence. 


M. Gaiffe et al. 


333 


M. Gaiffe et al. 


Désagrégation des structures pédologiques par voie enzymatique 


Tableau | Résultats du tamisage des échantillons de sols soumis aux divers traitements. Poids de fraction grossière (FG > à 50 1m) et son taux 
de carbone (entre parenthèses écart-type pour n = 3). 


Results of the sieving of soils samples treated by physical, chemical or biological processes. Weight of the coarse fraction (FG > 50 pm) 
and its carbon percentage (in brackets, standard error for n = 3). 


este rag 


Sol humo-calcique 


Sol colluvial brunifié 


FG (%) Cde FG (%) FG (%) Cde FG(%) 

Eau, agitation 78,5 (8,0) 6,2 (0,3) 75,0 
Protéase, incubation ......... 70,9 (7,8) 6,7 (0,5) 

Pepsine 100 mg, incubation 70,0 (2,3) 6,6 (0,5) 71,4 
Pepsine 500 mg, incubation 68,6 (2,2) 6,8 (0,1) 56,1 
Cellulase, incubation............ 67,9 (5,3) 6,2 (0,4) 

Hyaluronidase, incubation. 65,0 (5,2) 5,9 (0,2) 43,0 
Pepsine 500 mg, agitation 51,4 (3,5) 6,8 (0,1) 52,2 
Billes, agitation .........ss00 46,9 (6,9) 7,4 (0,5) 43,7 
Protéase + billes, agitation 42,9 (4,3) 72 (0,2) 

Cellulase + billes, agitation...... 38,8 (2,9) 8,2 (0,3) 

Pepsine 100 mg + billes, agitation... 34,8 (6,6) 8,3 (0,8) 38,0 
Dithionite, pyrophosphate Na (référenc 10,2 (0,9) 8,9 (0,4) 20,3 
Pepsine 500 mg + billes, agitation …… 10,0 (0,3) 9,1 (1,0) 18,3 
Chloramphénicol + billes, agitation. 7 9,4 (1,2) 9,1 (1,1) 16,5 
Rifampicine + billes, agitation... 8,7 (0,6) 8,6 (2,0) 17,6 

Recherche des enzymes libres dans l’eau laisse 78,5 et 75 % de fraction gros- 
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On a employé la technique semi-quanti- 
tative des galeries de micro-cuves Api-Zym 
(système Bio-Mérieux, 69280 Marcy-l’Etoile, 
France). Du fait de sa couleur jaune qui in- 
terfère avec les réactions colorées, la rifampi- 
cine n’a pas été utilisée dans ce test. Les essais 
ont porté sur des échantillons secs ou frais 
contenant une masse équivalente de carbone. 
Les échantillons dilués dans 50 ml d’eau ont 
reçu 500mg de chloramphénicol. Certains 
ont incubé 30 mn à 37°, d’autres ont été agités 
30 mn avec cinq billes. Des témoins sans anti- 
biotique ont subi les mêmes traitements. Les 
plaques-tests ont été préparées, après centri- 
fugation, avec quelques gouttes du 
surnageant. 


Il. RÉSULTATS 


1. Effet comparé des différents traitements 
sur la déstructuration des terres 


Ordonnés par efficacité croissante (ta- 
bleau I), les résultats mettent en évidence les 
points suivants: 

1. la forte stabilité structurale des échan- 
tillons est confirmée, puisque leur agitation 


siére et leur agitation avec des billes 46,9 et 
43,7 % — ce qui est loin de la valeur de réfé- 
rence, soit 10,2% dans le sol humifére et 
20,3 % dans le sol brun, plus riche en sables; 


2. les enzymes employées seules en simple 
incubation ont un effet très faible ; 


3. l'action conjuguée des enzymes et des 
billes s'avère extrêmement efficace. Avec la 
dose de pepsine la plus élevée et l’action mé- 
canique des billes, on obtient un résultat aussi 
bon qu'avec la méthode de référence ; 


4. les antibiotiques avec des billes permet- 
tent une déstructuration encore supérieure à 
celle des enzymes et qui dépasse même les 
résultats de référence, ce qui semble dû à 
l’effritement de concrétions ferromanga- 
niques comptabilisées avec les sables. 


2. Effets des traitements sur la libération 
des débris végétaux (tableau I) 


Lorsqu'une fraction grossière contient 
des agrégats non dissociés, son taux de car- 
bone est voisin de celui de l'échantillon de 
départ: c’est ce qu’on observe dans la pre- 
mière partie du tableau. Quand cette fraction 
ne renferme que les sables et les débris végé- 
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Tableau Il Tests semi-quantitatifs de la présence d'enzymes endogènes dans les échantillons. SF = sol frais; SS = sol sec; A = antibiotique (chlo- 


ramphénicol) ; B = billes. 


(chloramphenicol); B = beads). 


Semi quantitative tests of the presence of endogenous enzymes in the samples. SF = non dried soil; SS = dried soil; A = antibiotics 


Enzyme testée Sol humo-calcique Sol colluvial brunifié 
ss SSA SF SFA SFAB ss SSA SF SFA SFAB 
Témoin : 3 i £ : sf 7 A L f 
Phosphatase acide . + + re HP errr + 4 a + ++ 
Phosphatase alcaline. + + ++ + ++++ + ++ ++ ++ +++ 
Phosphohydrolase + ++ ++ ++ +++ ++ + ++ ++ +++ 
a-glucosidase .... = i 2 ir + 4 7 s x a 
B-glucosidase . = = = + Fe S > = z A 
Esterase .......... + ++ ++ + ++++ + ++ ++ ++ ++ 
Esterase lipase + ++ ++ t+ ttt+ + + ++ ++ Aa 
Lipases. + + + + + - + - + F 
Leucine arylamidase.. + + + + +++ + ++ Es ++ ++ 
Valine arylamidase + ++ + ++ +++ + ++ + + ++ 


taux, ces derniers lui confèrent un taux de 
carbone plus élevé : c’est ce qui apparaît net- 
tement dans la partie basse du tableau où les 
taux de carbone atteignent 9,1 et 2,8 % avec 
le traitement pepsine + billes contre 6,4 et 
2,2% pour les sols. 


3. Mise en évidence des enzymes endogènes 
avant et après action du chloramphénicol 
(tableau IT) 


On trouve huit enzymes différentes dans 
le sol humo-calcique et sept dans le sol brun. 
L’addition de chloramphénicol se traduit en 
général par une augmentation de leur taux. 
Mais cette augmentation est surtout percep- 
tible lorsque le traitement comporte lagita- 
tion avec billes. De plus, l'addition d’antibio- 
tique se traduit par l'apparition d’une faible 
Concentration de glucosidases dans le sol hu- 
mifère et de lipase dans le sol brun. 


DISCUSSION ET CONCLUSION 


Nos résultats confirment les observations 
de Thorel et al. (1991), selon lesquelles l’ad- 
jonction d’hydrolases provoque un début de 
désagrégation des terres d’expérience. En 
l'absence d’agitation, cette action s'exerce 
vraisemblablement sur la périphérie des agré- 
gats. Elle ne progresse vers la partie centrale 
que si la zone désagrégée est éliminée au fur 


et à mesure par l’action des billes. Dans ces 
conditions, on libère la totalité des éléments 
figurés, notamment les débris végétaux gros- 
siers (> 50 pm). 


Les antibiotiques sont plus efficaces que 
les enzymes essayées, du moins aux doses 
choisies. Leur effet, conséquence indirecte 
d’un effet toxique, se ramène à la libération 
d’hydrolases, liée à une lyse cellulaire impor- 
tante. Les mêmes causes produisant les 
mêmes effets, on doit rapprocher cette action 
de celle des pesticides dont l'effet néfaste sur 
la structure des sols est bien connu. Sur un 
plan méthodologique, l’utilisation d’antibio- 
tiques est encore plus avantageuse que l’ad- 
jonction d’hydrolases, car elle permet de s’af- 
franchir des conditions de pH et de tempé- 
rature exigées par ces dernières. 


L’adjonction d’une certaine quantité 
d’enzyme, la scission de molécules humiques 
ou la lyse des cellules bactériennes sont de 
nature à modifier légèrement le bilan des 
formes du carbone. Mais la simplicité d’utili- 
sation de la méthode et son faible coût per- 
mettent d'envisager une mise au point plus 
élaborée (choix des enzymes, concentra- 
tions) et son usage en routine dans les ana- 
lyses de caractérisation des pédogenèses, do- 
maine dans lequel les données concernant 
Vhumification font trop souvent défaut 
(Schnitzer, 1991). 
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